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含 小 球 藻 和 无 小 球 藻 绿 草 履 虫 的 基因 组 DNA 多 态 性 的 研究 


f o * 


‘华东 师范 大 学 生物 系 上 海 200062) 


RISI. i 
CIEE. 122.3 


E T8 


摘要 : 以 “ 绿 草 厄 虫 - 小 球 营 ”共生 系统 为 材料 ， 选 用 20 SBEBLS|YUSEGHE GE For DRAKE RMA 
SABRES ER dz] ER RE JE E DCRO RRR RA DNA 进行 遗传 多 态 分 析 ， 由 扩 增 产物 电泳 图 谱 显 示 ， 用 
S401. $147. S786, 8759. S86. S155. S140 等 随机 引物 扩 增 出 866、1 393、1 637 bp 等 具有 相同 特征 的 电泳 杀 
带 ; 随机 引物 S174. S750, S769, S755. S103 等 则 扩 增 出 1 385、1 852、1 579 bp $$ JEJE AE BR REBEL B o 
带 。 据 此 推 弄 ， 绿 草 赂 虫 中 的 共生 小 球 薄 会 导致 宿主 草 虱 虫 基因 组 结构 的 改变 。 同 时 显示 小 球 葵 共生 体 的 基因 


组 可 能 与 宿主 基因 组 有 某 些 相 似 之 处 。 


Xm. RR. MEAE 基因 组 DA ATE 


中 图 分 类 号 : Q959.117 RRRA: A 


近年 来 对 变形 虫 . 秆 毛虫 .纤毛 虫 等 原生 动物 与 
病毒 .细菌 .真菌 甚至 葵 类 细胞 组 成 的 共生 体系 的 研 
究 主要 集中 在 共生 体系 初 建 时 的 双方 相互 识别 、 内 
共生 体 的 进 人 方式 ,双方 生理 上 的 相互 适应 以 及 两 
者 协同 进 北 等 方面 ,但 对 双方 合作 的 物质 基础 和 生 
理 上 的 相互 关系 还 知之 甚 少 (Soldo 等 ,1992)。 绿 草 
AR - 小 球 蔬 { Paramecium bursaria- Chlorella sp.) 共 
生体 系 是 共生 关系 研究 的 理想 材料 。 研 究 已 表明 在 
该 共生 体系 中 ,小 球 药 可 通过 其 表面 特有 结构 避免 
宿主 溶 酶 体 酶 的 消化 ,而 能 专 一 性 地 与 绿 草民 上 虫 建 
立 共生 关系 (Reisser 等 ,1982; Stephen 等 ,1981); 随 
着 共生 关系 的 建立 , 绿 草 展 虫 细胞 体会 增 大 并 产生 
趋 光 性 运动 方式 (Reisser 等 ,1984) ,此 时 如 去 除 绿 草 
展 虫 中 的 小 球 菠 , 绿 草 展 虫 的 配对 节律 会 改变 ,生活 
力 会 下 降 (Tanaka 等 ,1996)。 共 生体 系 中 的 小 球 藻 
也 不 同 于 自由 生活 的 小 球 葵 ,会 发 生 如 1,5 -二 磷 
酸 核 柄 和 精 羧 化 酶 活性 明显 增加 ,碳酸 栈 酶 活力 下 降 
等 变化 (Reisser 等 ,1981)。 在 其 他 共生 体系 中 也 存 
在 共生 双方 相互 影响 的 现象 , MRE BR 
( Paramecium acutum ) 中 的 共生 体 组 成 中 含有 30% 
的 宿主 蛋白 {Lorch 等 ,1982); 在 变形 虫 中 细菌 共生 
体能 改变 宿主 的 基因 表达 (Choi 等 ,1997; 顾 福 康 等 ， 
1999)。 共 生体 的 介 人 以 何 种 方式 影响 宿主 尚 不 清 
楚 。 有 人 推测 宿主 与 共生 体 双 方 长 期 合作 可 能 会 使 
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基因 组 结构 发 生 相 应 改变 {0ssipov 等 , 1997; Siles 
等 ,1993)。 为 了 探索 原生 动物 及 其 真 核 细 胞 共生 体 
中 基因 组 结构 与 共生 作用 的 可 能 关系 ,我 们 选择 了 
RERE- 小 球 菠 共生 体系 为 材料 ,利用 随机 扩 增 
多 态 (RAPD ) 方 法 分 析 了 该 共生 体系 中 宿主 及 共生 
体 的 基因 组 多 态 性 。 


1 材料 和 方法 


1.1 SRR DADRA EAE 

所 用 实验 材料 为 1990 年 6 月 采 自 上 海 动物 园 
小 淹 内 ， 经 纯 系 培养 获得 的 绿 草 展 虫 。 将 绿 草 展 虫 
按 下 述 方法 处 理 ， 得 到 含有 共生 蔬 的 和 无 共生 葵 的 
RER ERRE., 
1.1.1 SHERHRE RR RRM 27 ~ 
30 爷 培养 ,保证 足够 的 阳光 照射 【室温 低 时 ， 可 在 
恒温 光照 培养 箱 中 培养 )。 此 时 绿 草 腺 虫 中 的 小 球 
BARA. ERE, un for d SRM DA RR 
两 者 的 共生 关系 。 
1.1.2 KHERHRER HD KAA HERR 
草 恨 虫 经 暗 处 理 (Corliss ,1990;Rautian 等 1993), 
即 在 无 光照 的 恒温 培养 第 中 培养 。 保 持 与 1.1.1 相 
同 的 营养 条 件 ， 培 养 3 ~4 个 月 之 后 ， 经 光 镜 镜 检 ， 
绿 草民 虫 整 个 细胞 失去 绿色 。 透 射电 镜 检查 ， 绿 草 
展 虫 细胞 质 内 仅 残 留 小 球 车 退化 痕迹 或 偶尔 存 有 个 
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BY DERE 
1.1.3 DRR ”光照 培养 条 件 下 ， PRR 
释放 出 内 共生 小 球 涪 或 是 细胞 自身 裂解 释放 小 球 藻 
于 周围 环境 中 。 这 些小 球 蔬 因 趋 光 运 动 而 附着 在 容 
PEL. ERTEM E LERA. 
1.2 DNA 提取 及 浓度 测定 
采用 改良 盐 析 法 提取 3 种 样品 的 DNA。 基 本 步 
又 :中 1 000 r/min, 4 min A kA., OWWA I 
( & 0.02 mol/L EDTA ,0.05 mol/L Tris) 悬 液 ,加 入 蛋 
ABE K 和 溶液 卫 ( 含 0.02 mol/L EDTA,0.05 mol/L 
Tris ,2% SDS ) 与 细胞 裂解 物 混 匀 ,55 ~ 60°C KIB 
24h. D5 mol/L NaCl 沉淀 去 除 溶液 中 残留 蛋白 质 ， 
WK 20 min ,离心 10 min ,而 后 用 2 售 体 积 预 冷 的 无 
水 乙醇 沉淀 DNA, ORR SR ARVLIE DNA {沉淀 不 明 
显 可 离心 收集 ),70 免 乙醇 洗 淋 后 ,用 TE 液 或 ddH20 
溶解 沉淀 。 加 4 各 保存 于 冰箱 备用 。 利 用 紫外 分 光 
光度 计 测 定 OD 值 ,通过 OD260/0D280 的 比值 判断 
ed DNA 纯度 。 本 实验 中 ,此 比值 都 大 于 1.80. 
1.3 3 种 DNA 样品 的 PCR 扩 增 和 产物 电泳 分 析 
参考 以 前 的 方法 ( 王 义 权 等 ，1996)， 选用 引 
物 、 扩 增 及 分 析 方 法 如 下 。 
1.3.1 引物 选用 20 条 10 bp 随机 引物 (#1). 
产品 均 购 自 上 海 Sangon 公司 。 
1.3.2 PCR 反 应 及 电泳 ”使 用 PTC - 200 DNA En- 
*ai 实验 中 所 使 用 的 随机 引物 及 其 序列 
Table 1 Random primers and sequences used in the 
experiment 
ROHL S| 
(random primer) 
$103 
$147 
S401 
5155 
5140 
5376 
5159 
$380 
SI51 
S086 
SIT4 
8729 
8750 
8755 
8759 
8763 
ST69 
ST 
S786 
S748 


H 列 
(sequence) 
' AGACGTCCAC 3' 
AGATGCAGCC 3' 
' GTTGCTGGCT 3’ 
ACGCACAACC 3' 
CGTCTAGAGG 3' 
GAGCGTCGAA 3' 
ACGGCGTATG 3* 
GTGTCGCGAG 3' 
GAGTCTCAGG 3' 
GTGCCTAACC 3’ 
TGACGGCGCT 3' 
CCCGTCAGCA 3" 
CGGGCAACGT 3' 
AACCGACGGG 3° 
' TGCCCTGCCT 3' 
GTCTGACGCT 3' 
CGCGGACGAT 3° 
AGCACTTCGG 3° 
AGCCACCATG 3' 
TGGATTAGGC 3° 


tn tn vA CA Cn ug Yor An An Vn UR VA VA oA UA UA 
zoo 7 S Sou cow TA, cu. cl et he A Ne Ue 


gine 进行 PCR 扩 增 。 反 应 总 体积 为 50 uL. Ai 
Tris-HCl 10 mmol/L, KCl 50 mmol/L, MeCh 1.5 
mmol/L ,4 种 dNTP 共 200 pmol/L, B& 8,5| 99 15 ng, 
基因 组 DNA 5 ~ 30 ng, Taq DNA RAM 1.5 单位 。 
RZ. WBA RW. PCR 反应 过 程 : 预 变性 IT 4 
min ,94°C 变性 1 min, 36°C 3E SK. 1 min, 72°C RE f. 1 
min. 共和 循环 42 次 。 当 完成 最 后 1 次 循环 时 ,在 
PCER 5 min。 扩 增产 物 在 含有 0.05% RE AHE 
的 1 旬 琼 脂 糖 凝 胶 中 电泳 。 电 泳 缓冲 液 为 1 x TAR, 
150 V 电泳 30 ~ 50 min, 

1.3.3 采用 FR -980 生物 电泳 图 像 分 析 系 统 ( 上 海 
复 日 公司 产品 )。 利 用 SmartView、PhotoShop 软件 进 
行 图 像 的 分 析 处 理 。 随 机 扩 增 电泳 条 带 大 小 由 
SmartView 软件 根据 Mark M1(ADNA/HindIll Marks) 
标准 条 带 比较 而 获得 。 

1.3.4 根据 Nei 和 Li Ask: F = 2Nxy/UNx + Ny) 
计算 共享 度 。( 下 为 共享 度 , 表 示 基 因 组 之 间 的 相似 
程度 ; Nxy 家 示 两 个 物种 共有 片段 数 ; Nx Ny 表示 
X.Y 物 种 扩 增 片段 总 数 ) 


2 结 果 


本 实验 选取 上 述 20 条 引物 共 扩 增 出 135 KH 
Bt. ER S159 没有 扩 增 带 以 外 ， 其 余 19 条 引物 均 产 
生 明 显 扩 增 带 ， 且 有 良好 重复 性 。 扩 增 片段 大 小 在 
200-2000bp ŻE (Ai: T. IL, ID. 

ERRERA H E RR h E DN LH RBECULD" 
增 出 的 135 条 片段 中 , 含 共生 蔬 的 绿 草 履 虫 (B) 共 扩 
增 出 7 条 片段 ;经 暗 处 理 后 无 共生 蔬 的 绿 草 映 虫 
(A) 共 扩 增 出 65 RHR. MARA EOS 51 4. 
根据 Nei 和 Li 公式 计算 出 两 样品 的 共享 度 为 
0.756。 较 大 共享 度 说 明 两 者 在 基因 组 结构 上 有 和 较 
大 相似 性 。 从 图 11 可 清楚 看 到 ,随机 引物 S401, 
$147,8786,9759,8086,5155,9140 的 扩 增 产物 电泳 
图 中 ,两 个 样品 均 有 相同 的 条 带 ,如 随机 引物 S147 
扩 增 出 的 1 393 bp .866 bp、413 bp、341 bp 等 片段 , 引 
物 S759 的 1 637 bp、1 238 bp.751 bp 等 片段 ,引物 
S086 的 653 bp .542 bp .373 bp 等 片段 ,引物 S155 的 
1 492 bp、599 bp ,488 bp .403 bp 等 片段 ,引物 S140 的 
426 bp 片段 。 这 证 明 来 自 同 一 个 克隆 的 这 两 个 样品 
的 基因 组 结构 在 很 大 程度 上 是 一 致 的 。 但 从 图 T 
中 ,可 以 看 到 两 者 还 存 有 显著 差异 。 如 在 引物 S103 
扩 增 的 产物 中 , 暑 培 养 样品 多 出 1 条 875 bp 的 条 带 ; 
在 引物 S174 的 产物 中 ,多 1385 bp .437 bp 2 条 带 ; 


O00 0 http://www.cqvip.com 


4% 23, F)RRNA)DRRREARMRAG DNA 名 态 性 的 研究 259 





图 1 应 用 随机 引物 对 含有 共生 藻 和 不 含有 共生 菩 绿 草 异 虫 及 小 球 藻 基 因 组 扩 增 产物 电泳 图 


Fig.l The gel electrophoresis patterns of polymorphic fragments of chlorellae-bearing P . bursaria , chlorellae-free 
P . bursaria and chlorellae after amplification with random primers 

I. MATTER REAME RAR ARS AAT 03 0p B k E he gel electrophoresis patterns of polymorphic fragments of 
chlorellse-bearing P. bursaria and chlorellae-free P. bursarta after random amplification with seven random primers $401, 5147., 5736, 5759, 
$086 ,$155,5140); E. ÆA 5 PRELIM A AAA AHE ERES RR d RRE A BBL T8 P595 HR PCR (the gel electrophoresis 
patterns of polymorphic fragments of chlorellae-bearing P. bursaria , chlorellae-free P . bursaria and chlorellae after amplification with $174,8750, 
$769,8755,8103); 1. RB 4 SOLS MUA AMA RARE BEER ES PRR ALD 18 P789 RR EK PE (the gel electrophoresis 
patterns of polymorphic fragments of chlorellae-bearing P. bursaria, chlorellae-free P. bursaria and chlorellae after random amplification with 
S155, S401 ,S140,8729) A AAMT ASE E SER PF ( chlorellae-free P. bursaria );B AE 3 HE EAR OE ( chlorellae-bearing 
P. bursaria ); C IRRE { chlorellae) a 
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同 理 ,可 看 出 在 随机 引物 S750、S769、S755 扩 增 产物 
电泳 中 分 别 多 出 1852 bp.1 579 bp、469 bp 等 条 带 ， 
表明 两 者 也 存在 明显 差异 。 
3 i it 

内 共生 体 是 否 会 引起 宿主 基因 的 改变 ,目前 一 
直 没 有 直接 的 证 据 。 但 有 一 些 间 接 的 实验 结果 让 人 
不 得 不 从 基因 组 的 改变 上 寻找 原因 (Choi 等 ， 
1997)。 如 和 -细菌 与 变形 虫 建立 起 共生 关系 以 后 ， 
会 不 可 北 地 改变 宿主 结构 ,使 得 宿主 与 内 共生 菌 生 
死相 依 。 有 的 共生 体系 可 产生 特有 的 产物 ,如 鞭毛 
H ( Pelaina cyanea) 和 蓝 细菌 (Cyanella) 共 生体 系 中 
所 产生 的 淀粉 ,变形 虫 -X 细菌 共生 体系 中 产生 的 
分 子 量 高 于 200 kDa H) Æ A MAY (Soldo 等 , 1992), 
都 是 共生 体系 中 任何 一 方 在 共生 关系 建立 前 不 可 能 
独立 产生 的 物质 。 这 些 特有 的 产物 是 如 何 产 生 和 如 
何 影响 共 生体 系 的 运作 目前 尚 不 知晓 。 国 外 不 少 研 
究 人 员 已 提出 内 共生 体 可 能 影响 宿主 的 基因 组 结构 
的 设想 。 我 们 从 绿 草 履 虫 样品 随机 扩 增 片 锋 的 多 态 
性 上 揭示 了 这 种 改变 的 存在 :以 “ 绿 草 履 虫 - 小 球 
菠 "共生 系统 为 材料 ,选用 20 种 随机 引物 对 光 培 养 
下 含 小 球 藻 共 生体 的 草 履 虫 和 暗 培养 诱导 除去 小 球 
蔬 共 生体 的 草 履 虫 基因 组 DNA. 进行 遗传 多 态 分 析 ， 
从 扩 增 产物 电泳 图 谱 显 示 出 ,用 S401.S147、S786、 
8759, S86. S155. S140 等 随机 引物 扩 增 出 866、 
1 393,1 637 bp 等 具有 相同 特征 的 电泳 条 带 ; 随 机 引 
物 S174、 S750、 S769、S755. S103 等 则 扩 增 出 1385、 
1852.1 579 bp 等 无 共生 藻 草 履 虫 的 特有 条 带 。 由 
所 得 结果 推测 , 绿 草 履 虫 中 的 小 球 藻 共生 体会 导致 
宿主 草 履 虫 基因 组 结构 的 改变 。 

当前 ,国际 上 越 来 越 多 的 人 们 也 开始 注意 环境 
对 于 生物 体 基 因 的 影响 。 至 于 这 种 影响 如 何 实现 目 
前 仍 无 直接 的 证 据 ,但 这 种 由 环境 引起 生物 体 基 因 
改变 的 现象 已 被 在 不 同 领域 研究 不 同 对 象 的 人 们 所 
发 现 (Whitehead ,1998)。 小 球 营 共 生体 对 绿 草 乃 虫 
细胞 内 环境 的 影响 而 导致 宿主 基因 组 改变 的 机 理 仍 
需 进一步 探讨 。 

根据 图 LI TD ,在 随机 引物 S155、S401、S140、 
S729 的 扩 增 产物 电泳 图 谱 中 , 绿 草 腹 虫 的 2 个 样品 
B.A 与 小 球 藻 C 有 6 条 共有 条 带 , 即 引物 S155 AH 
有 条 带 403 bp ,引物 S401、S140、S729 分 别 有 共 有 条 
带 277、413、426、550 和 669 bp。 对 于 绿 草 履 虫 与 小 
球 藻 两 者 基因 扩 增 产物 会 产生 共有 条 带 现象 是 否 为 


一 种 偶然 ? 作者 认为 ,如 果 绿 草 履 虫 本 身 含有 小 球 
RA A 虽然 经 过 暗 培养 除去 了 小 球 世 ,但 不 一 
定 去 除 完 全 ,有 可 能 会 被 PCR 扩 增 出 残存 的 小 球 藻 
DNA。 如 果 这 种 可 能 性 存在 ,那么 所 有 的 样品 或 至 
少 大 部 分 样品 扩 增 电泳 带 中 都 应 有 小 球 蔬 带 “ 背 
影 ”。 但 事实 上 这 种 情况 并 未 发 生 。 而 县 以 上 6 条 
共有 带 中 ,C 带 均 为 弱 带 (排除 PCR 扩 增 时 小 球 藻 
DNA 基 不 足 的 可 能 性 )。 相 比 之 下 ,小 球 莹 作为 于 
扰 而 存在 的 AB 两 样品 反而 有 较 强 的 带 ( 即 扩 增 的 
DNA 片段 分 子 数 量 多 )。 很 难 想象 在 A、B 两 样品 中 
作为 干扰 而 存在 的 小 球 藻 DNA 会 扩 增 出 更 多 的 
DNA 片段 ,至 少 A、B、C 会 有 大 体 相当 的 扩 增 产物 。 
从 这 个 角度 也 可 证 明 , 在 DNA 电泳 分 析 中 ,小 球 藻 
基因 于 扰 的 可 能 性 不 大 。 因 此 BAC 3 个 样品 很 
可 能 有 同 源 顺序 或 有 相似 的 基因 组 结构 。 

有 研究 表明 ,共生 体 对 宿主 的 选择 不 是 随机 的 ， 
而 是 存在 种 属 特异 性 。 以 纤毛 虫 - 细菌 共生 体系 统 
为 例 , 如 小 以 游 仆 虫 [Eupiotes aediculatus ) 中 的 共生 
菌 Polynucleobacter necessarius ; 3X /| Et M Rl E ( Para- 
mecium aurelia ) 中 的 共生 菌 Holospora bacillata ; 绿 草 
Bi E H B SEA BR. Pseudocaedibacter chlorellopellens ; 
尾 草 履 虫 (4P .candatum ) 中 的 共生 菌 Cytobacter cary- 
ophila 等 。 这 种 共生 关系 的 选择 不 是 随机 的 ,而 似 
乎 有 一 种 内 在 的 必然 联系 ,以 保证 双方 彼此 特异 的 
选择 。 有 的 宿主 可 能 会 允许 几 种 内 共生 体 存 在 ,但 
这 些 内 共生 体 的 生活 力 会 不 尽 相 同 。 同 样 ,在 有 限 
的 宿主 范围 内 ,在 不 同 宿主 中 同一 种 内 共生 体 的 生 
活力 会 有 变化 。 如 以 藻类 内 共生 体 为 例 , Chlorella 
vuleoris 259 在 P . bursaria Stock 42W 中 没有 观察 到 
有 共生 现象 ,但 在 另 一 个 品系 P. bursaria Stock 
478A-W 中 ,平均 每 个 细胞 含有 54 个 藻类 细胞 , 数 
目 变 化 范围 在 1 ~ 359 个 之 间 (Karakashian, 1963). 

尽管 在 许多 纤毛 虫 中 已 经 观察 到 大 量 的 细菌 共 
生体 或 藻类 共生 体 ， 但 对 纤毛 虫 - 共 生体 两 者 基因 
组 间 的 联系 目前 尚未 见报 道 。 本 文 的 结果 显示 绿 草 
Bi d - 小 球 藻 共 生体 系 中 两 者 存在 同 源 顺 序 或 相似 
的 基因 组 结构 。 在 此 ， 作 者 尚 不 排除 小 球 比 在 共生 
作用 中 与 宿主 基因 组 DNA 交流 而 获得 同 源 顺序 的 
可 能 性 ， 得 如 果 所 述 的 同 源 顺 序 是 绿 草 履 虫 和 小 球 
菠 共 生体 双方 都 固有 的 话 ， 那么 搞 清 楚 两 者 的 同 源 
顺序 的 结构 和 功能 ， 则 对 揭示 宿主 - 共生 体 两 者 在 
共生 作用 中 相互 选择 的 分 子 基础 也 是 有 意义 的 。 
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DIVERSITY OF GENOMIC DNA OF CHLORELLAE-BEARING AND 
CHLORELLAE-FREE Paramecium bursaria 
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Abstract: " Paramecium bursaria-Chlorella sp." sys- 
tem ,a kind of ideal symbiotic system, was selected to 
research host-symbiont interaction. In order to discover 
the difference of genomic DNA of host and symbiont, 
genetic variation of the chlorellae-bearing and chlorel- 
lae-free Paramecium bursaria was detected by randomly 
amplified polymorphic DNA (RAPD) markers. Genetic 
variation from 12 polymorphic fragments amplified with 


primers $174,8750,8769,8755.5103 in both strains of 
Paramecium dbursaria exited, though they shared the 
same fragments amplified with primers S401, $147, 
$786 5759, S086. 8763, 8155. It is implied that some 
changes in genomic DNA of P. bursaria have occurred 
owing to symbiotic functions. Also it is shown that there 
are the similarity between the amplified product of P. 
bursaria and symbiotic chlorellae. 
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